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*目的+研究禽致病性大肠杆菌!
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"感染雏鸡小肠炎症相关基因表达的变化)*方法+对
&!

日龄

雏鸡腿部肌肉注射
%="LP

$羽
&h&%

M

8̀9

$

LP

的
6W@̀

菌液(观察雏鸡的发病情况(并取病变严重雏鸡空肠为测序

样品(同时以注射等量生理盐水为对照(采用
d06

高通量测序!

d06D>4

T

"技术(筛选分析感染和未感染
6W@̀

雏鸡

小肠炎症相关基因表达的变化)*结果+以差异倍数在
$

倍及以上为标准(从试验组与对照组共筛选出差异表达基因

&E&

个)

XG

分类结果显示(有
#'

个差异基因得到
!N&

个
XG

功能注释(这些基因主要富集在炎症反应,肝素整合,白

细胞介素
DM

的生物合成等过程)基于
O@XX

分析(仅有
$N

个差异基因得到注释(涉及
!&

个信号通路(主要参与的信

号通路有
WW6d

,花生四烯酸代谢,

c6WO

等)*结论+

6W@̀

感染雏鸡后会引起机体炎症相关基因表达的变化(从中

筛选出
&%

个可能在炎症反应中具有重要影响的炎症相关基因)
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d06

高通量测序!

d06D>4

T

"技术是基于
H..*D

L:,-

的高通量测序平台(其将
d06

反转录为
?FD

06

进行测序(再通过直接比对该基因组区域的

+4-A5

数来衡量其转录水平)

d06D>4

T

技术现已广

泛应用于差异表达基因的筛选(并且可以用于健康

组织与疾病组织之间基因表达差异的研究)张清

瑞%

&

&成功利用
d06D>4

T

技术分析了
F[6BD&

感染

雏鸭组织与健康雏鸭组织的差异表达基因)

-̀51:.D

.)

等%

$

&通过
d06D>4

T

技术研究了细菌感染线虫和

未被细菌感染线虫寄生的黑腹果蝇的转录组基因(

发现细菌感染后参与应激反应,新陈代谢等相关基

因的表达具有差异)

机体的防御机制包括第一道防御屏障和第二道

防御反应#第一道防御屏障是指皮肤,黏膜等的屏障

功能'第二道防御反应包括炎症反应和特异性免疫

应答)其中炎症是具有血管系统的活体组织对各种

致炎因子引起损伤所发生的以防御为主的全身性病

理过程)炎症发生时(伴随着局部疼痛(而疼痛与多

种因素有关(其中炎症局部分解代谢增强,钾离子积

聚刺激神经末梢会引起疼痛(而炎性介质的刺激也

会引起疼痛)炎症中由细胞释放的炎性介质包括花

生四烯酸代谢产物,细胞因子等(其中细胞因子包括

白细胞介素,生长因子,趋化因子等)禽致病性大肠

杆菌!

6;:-,

K

-12)

C

4,:?@G$%&+

(

6W@̀

"是引起禽致

病性大肠杆菌病的病原(其可通过损伤肠道黏膜进

入机体循环系统(从而对宿主造成严重损害)宿主

小肠上皮细胞在接触病原微生物时(可通过产生趋

化因子,细胞因子招募炎性细胞(以调节微环境中炎

症的格局(因此小肠上皮细胞在损伤
D

修复的平衡中

扮演着重要角色)损伤
D

修复平衡会引起宿主相关

基因表达的变化(而这些基因表达的变化对研究宿

主抗感染作用机制具有极其重要的意义)本试验通

过对
6W@̀

感染雏鸡小肠组织进行转录组测序(以

期筛选差异表达基因(进而分析部分炎症相关差异

表达基因(为探讨雏鸡对
6W@̀

感染的防御反应机

制奠定基础)

&

!

材料与方法

&=&

!

试验动物与菌株

&

日龄健康雏鸡
$%

羽(购自安徽省安禽养殖有

限公司(饲喂雏鸡全价饲料至
&!

日龄进行后续试

验'禽致病性大肠杆菌
6@&'

菌株(由本实验室分离

保存)

&=$

!

主要试剂

总
d06

提取
R+:V).d4

C

4,1

,反转录试剂盒

W+:L4>?+:

K

1

Rc

dR+4-

C

4,1O:13:12?F06@+-54+

,

荧光定量
Ẁ d>aQd"3',+<@<9-

I

Rc

(

(均购自

大连宝生物工程有限公司)

&=E

!

样品处理与测序

将
$%

羽
&!

日龄雏鸡随机分为试验组和对照组

$

组(其中试验组
&%

羽雏鸡腿部肌肉注射
&h&%

M

8̀9

$

LP

的菌液
%="LP

$羽(对照组
&%

羽腿部肌

肉注射生理盐水
%="LP

$羽(注射后及时观察发病

情况(选择精神沉郁,羽毛松乱,厌食,不爱动的雏

鸡(颈部放血处死并无菌采集雏鸡小肠(以病理组织

学观察病变情况较为严重的空肠作为测序样品(采

集样品并经
WQ>

清洗后取
"%L

C

置于液氮中(于

S#%Z

保存(然后送交上海伯豪公司用
H..*L:,-

[:>4

T

$"%%

对样品进行测序)具体程序包括提取

总
d06

并纯化
Ld06

(然后通过
Ẁ d

仪反转录成

?F06

)将反转录后的
?F06

通过
)̀;-+:5>$

系统

超声打断成小片段并纯化(富集纯化的
?F06

模板

后用
6

C

:.4,1R4?2,).)

C

:45$&%%Q:)-,-.

<

V4+

对文

库进行质检(最后上机测序(测序长度
"%]

K

(测序数

据量
&='X

)转录组测序工作由本实验室其他成员

完成)

&=!

!

数据处理与分析

&=!=&

!

转录组测序数据处理
!

用
8-51_̀

分析软

件对测序得到的原始序列数据!

d-3+4-A5

"进行测

序质量评估(并去除带接头,含有
K

).

<

D0

以及低质

量
+4-A5

形成纯净序列!

.̀4-,+4-A5

"'利用
R)

K

2-1

软件将得到的纯净序列与鸡的参考基因组进行测序

数据比对)

&=!=$

!

差异基因筛选及
XG

和
O@XX

富集
!

对

R)

K

2-1

的
5

K

.:?4AL-

KK

:,

C

结果进行基因定量(以

未感染大肠杆菌
6@&'

的雏鸡小肠为对照(对得到

的基因表达量!

8WOc

值"进行样本间差异基因分

析(以差异倍数绝对值
#

$

且
8Fd

$

%=%"

!

8Fd

是

对
"D;-.*4

的校正值"为标准筛选差异表达基因)

然后将差异基因向
X4,4G,1).)

C<

!

XG

"和
O@XX

数据库的各个条目进行映射(筛选出在差异基因中

显著富集的
XG

和
O@XX

条目)

8WOc

的计算公式表示如下#

8WOcj

L-

K

至整个基因外显子上的片段数
基因外显子碱基全长

h

样本所有
L-

K

至基因组测序的
+4-A5

碱基数h&%

N

)
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!

结果与分析

$=&

!

6W@̀

感染雏鸡小肠基因表达的分布

由图
&

可以看出(

6W@̀

感染雏鸡小肠基因表

达分布图有
$

个较为明显的峰(说明本次测序数据

量足够(可为后续数据分析提供较好的原始数据)

$=$

!

6W@̀

感染雏鸡小肠基因组的比对

应用
R)

K

2-1

的
5

K

.:?4AL-

KK

:,

C

算法对预处理

后的
+4-A5

进行
X4,)L4 L-

KK

:,

C

(将所得到的

+4-A5

与鸡的参考基因进行比对(

L-

KK

:,

C

到基因组

上的结果!表
&

"分别为
N%=""e

和
#N=M&e

)

图
&

!

试验组与对照组雏鸡小肠基因表达的分布

8:

C

=&

!

2̀:?J55L-..:,1451:,-.

C

4,454U

K

+455:),)/4U

K

4+:L4,1-.-,A?),1+).

C

+)*

K

5

表
&

!

试验组与对照组雏鸡小肠基因组的比对

R-].4&

!

c-

KK

:,

C

)/?2:?J55L-..:,1451:,-.

C

4,)L4]41344,4U

K

4+:L4,1-.-,A?),1+).

C

+)*

K

5

样品名称

>-L

K

.45

所有片段

6..+4-A5

比对上的片段

c-

KK

4A+4-A5

比对上片段的比例$
e

W4+?4,1)/L-

KK

4A+4-A5

对照组
)̀,1+).

C

+)*

K

EE$#M"N# E%&!%'"E N%=""

试验组
@U

K

4+:L4,1-.

C

+)*

K

EE!$NE'$ $NN"M'"! #N=M&

$=E

!

6W@̀

感染雏鸡小肠差异基因的筛选

以
8Fd

$

%=%"

且差异倍数!

8).A?2-,

C

4

"绝对

值
#

$

为条件进行筛选(图
$

显示(从
&"$!&

个基因

中共获得
&E&

个差异表达基因(其中上调的差异基

因有
'!

个(下调的差异基因有
"'

个)

红色表示上调差异基因(绿色表示下调差异基因(

灰色表示无差异基因

d4A52)35:,?+4-54)/

C

4,44U

K

+455:),

(

C

+44,52)35A4?+4-54)/

C

4,44U

K

+455:),

(

C

+-

<

52)35,)A://4+4,?4)/

C

4,44U

K

+455:),

图
$

!

试验组与对照组雏鸡小肠差异基因散点图

8:

C

=$
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F://4+4,?45:,?2:?J55L-..:,1451:,-.

C

4,45)/

4U

K

4+:L4,1-.-,A?),1+).

C

+)*

K

5

!!

炎症反应是机体的重要防御机制(炎症反应可

能是雏鸡小肠受大肠杆菌损伤的关键因素)因此(

为了进一步阐述雏鸡小肠对
6W@̀

感染的防御反

应机制(基于
0̀ QH

数据库及已发表的文献报道找

到一些炎症相关基因见表
$

)由表
$

可以看出(与

对照组雏鸡相比(试验组雏鸡小肠基因中
$@A"A

,

@BE&

,

OBO&N

,

"9BL.

,

!..&

和
PO=A#Q

基因的

表达上调(而
55@

,

!A$$$

,

>">

及
!"N!"

基因

的表达下调)

$=!

!

6W@̀

感染雏鸡小肠差异表达基因的
XG

功

能分类

对筛选出的差异表达基因进行
XG

!

XG),1).)D

C<

"功能分类)

XG

分析结果表明(仅有
#'

个基因

得到了注释(有
&E$MN

条基因得到归类注释(得到

!N&

个
XG

功能注释(涉及分子功能!

c).4?*.-+

/*,?1:),

(

c8

",细胞组分!

4̀..*.-+?)L

K

),4,1

(

`̀

"

和生物学过程!

Q:).)

C

:?-.

K

+)?455

(

QW

"

E

大功能类)

其中(在生物学过程方面(共发现
$N&

个!

"N=$'e

"

显著性
XG

(主要涉及痛觉的感知,趋化因子的活

力,内质网应激反应,肝素结合,巨噬细胞到泡沫细

胞的正调控,免疫应答,蛋白质苏素化的调节,白细

1.

第
#

期 王
!

琦(等#

6W@̀

感染雏鸡小肠炎症相关基因的
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胞介素
DM

!

HPDM

"生物合成过程的调控等)

表
$

!

试验组与对照组雏鸡小肠的部分炎症相关差异表达基因

R-].4$

!

F://4+4,1:-..

<

4U

K

+4554A

C

4,45+4.-14A1):,/.-LL-1:),)/5L-..:,1451:,45)/

?2:?J5:,4U

K

4+:L4,1-.-,A?),1+).

C

+)*

K

5

基因名称

X4,45

<

L]).

基因表达量
@U

K

+455:),.4;4.

试验组

@U

K

4+:L4,1-.

C

+)*

K

对照组

)̀,1+).

C

+)*

K

差异倍数

8).A?2-,

C

4

"

值

";-.*4

$@A"A !EGN$ NGN$ !G!E

EGM$h&%

S'

@BE& E"G'! NG!E EG'N

$GE#h&%

S"

OBO&N !$GN& &'G'" $G!$

!GEMh&%

S!

"9BL. ""GE% $!G#! $G$E

&G$!h&%

S!

!..& M'G!! E&G$" $G&M

!GNMh&%

S"

PO=A#Q ''GM$ E#G'E $G%%

EG#$h&%

S"

55@ E!EG'$ '$!G"E %G!'

EG&$h&%

S$!

!A$$$ $#G&" MNG$" %G!&

$GM$h&%

S!

>"> "G"' $!GM# %G$E

&G'Nh&%

SE

!"N!" "="E $"=E' %=$$

&=&$h&%

SE

$="

!

6W@̀

感染雏鸡小肠差异表达基因的信号

通路

对差异表达基因通过
O@XX

数据库进行信号

通路分析(可以更深入地了解该基因的生物学功能(

以及与其他基因间的相互作用(以进一步研究基因

在生物学上的复杂行为)

O@XX

信号通路分析结

果表明(仅有
$N

个差异基因得到了注释(共
E#!'

条基因涉及
!&

个信号通路(其中差异基因上调的有

&M

个信号通路(下调的有
&#

个信号通路(既有上调

又有下调的信号通路有
'

个)每个信号通路中均只

包含
&

个或几个差异表达基因(且每个差异表达基

因通常不局限于一个通路)部分炎症相关基因的信

号通路见表
E

)

表
E

!

试验组与对照组雏鸡小肠炎症相关差异表达基因的显著性富集通路

R-].4E

!

>:

C

,:/:?-,14,+:?2L4,1

K

-123-

<

5)/A://4+4,1:-..

<

4U

K

+4554A

C

4,45)/5L-..

:,1451:,45)/?2:?J5:,4U

K

4+:L4,1-.-,A?),1+).

C

+)*

K

5

序号

0G=

通路
HF

W-123-

<

HF

通路名称
!!!!

W-123-

<!!!!

炎症相关基因

H,/.-LL-1:),+4.-14A

C

4,45

"

值

";-.*4

&

CC

-%EE$%

WW6d

信号通路

WW6d5:

C

,-.:,

CK

-123-

<

>">

,

!"N!"

&=#Mh&%

S!

$

CC

-%!#&%

肌动蛋白细胞骨架的调节

d4

C

*.-1:),)/-?1:,?

<

1)5J4.41),

OBO&N

'=E#h&%

S&

E

CC

-%!%&%

c6WO

信号通路

c6WO5:

C

,-.:,

CK

-123-

<

OBO&N

#=ENh&%

S&

!

CC

-%%"N%

花生四烯酸代谢

6+-?2:A),:?-?:AL41-]).:5L

"9BL.

#=#$h&%

S$

"

CC

-%&&%%

代谢途径

c41-]).:?

K

-123-

<

5

"9BL.

,

!..&

!=##h&%

S&

M

CC

-%%EE%

精氨酸和脯氨酸代谢

6+

C

:,:,4-,A

K

+).:,4L41-]).:5L

!..&

&=$'h&%

S$

'

CC

-%&$E%

氨基酸的生物合成

Q:)5

<

,1245:5)/-L:,)-?:A5

!..&

$=%"h&%

S$

#

CC

-%%$"%

丙氨酸,天冬氨酸和谷氨酸代谢

6.-,:,4

(

-5

K

-+1-14-,A

C

.*1-L-14L41-]).:5L

!..&

"=!%h&%

S$

N

CC

-%!M&!

肾素
D

血管紧张素系统

d4,:,D-,

C

:)14,5:,5

<

514L

55@

&=E%h&%

S$

&%

CC

-%$%&%

6Q̀

转运蛋白

6Q̀ 1+-,5

K

)+14+5

!A$$$

"='&h&%

S$

&&

CC

-%%"M&

甘油脂类的新陈代谢

X.

<

?4+).:

K

:AL41-]).:5L

>">

&=&$h&%

S$

E

!

讨
!

论

6W@̀

可以通过损伤肠道黏膜进入机体循环系

统(进而对宿主造成严重损害(给养禽业造成了重大

经济损失)本试验通过对
6W@̀

感染雏鸡小肠组

织进行转录组测序(并结合
0̀ QH

数据库及已发表

的文献报道(筛选出部分炎症相关基因)而分析这

些炎症相关差异基因的表达对研究疾病发生发展及

宿主抗病机制具有重要作用)本试验中(根据基因

功能及其所在的信号通路筛选了
&%

个炎症相关基
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因)

精氨酸琥珀酸合酶!

6>>&

"是合成精氨酸的限

速酶)

!..&

基因的表达受到一些刺激物(如炎症

因子,细胞因子,脂多糖!

PW>

"等调节)

>V.)5-+4J

等%

E

&研究卵巢癌时发现(肿瘤坏死因子
D

%

!

R08D

%

"

与
6>>&

表达共定位(说明
R08D

%

对
6>>&

的调节

为炎症发生和代谢提供了重要的分子途径)在人类

和啮齿类动物中(小肠是精氨酸合成的主要部位)

在小肠细胞中加入生理浓度的精氨酸可以促进蛋白

合成(并促进细胞增殖和抑制一些炎症因子如
PW>

诱导的细胞凋亡)本试验中(

!..&

上调说明可能

由于
6W@̀

的感染(导致小肠中的炎症因子等刺激

物促进了
!..&

的表达且抑制了这些炎症因子的凋

亡)

成纤维细胞生长因子
&N

!

8X8&N

"是一种代谢

调节因子)

9?2:

<

-L-

等%

!

&研究表明(

8X8&N

可以

保护直肠上皮细胞免受过氧化氢的侵袭(可能为治

疗炎性肠病提供方法)本研究表明(

OBO&N

基因表

达上调(且富集于
c6WO

信号通路和肌动蛋白细胞

骨架调节通路(

c6WO

信号转导通路在炎症与细胞

凋亡等应激反应中发挥着重要作用(而肌动蛋白细

胞骨架可促进成肌纤维细胞的分化及组织的纤维化

过程(在组织损伤修复中具有重要作用%

"

&

)

2̀4,D

,-L5411

<

等%

M

&研究证明(阻断
8X8&ND8X8d!

信号

通路减弱了其对
!"N!

表达的抑制作用(证明

8X8&ND8X8d!

途径可抑制
!"N!

的表达)本试

验发现(

OBO&N

表达上调的同时(

!"N!"

表达却有

所下调(这与
2̀4,,-L5411

<

等%

M

&的研究结果一致(

推测本试验中有可能是
8X8&ND8X8d!

途径抑制了

6WG6"

的表达(但尚需要进一步深入研究来证实)

!"N!"

是一个载脂蛋白基因(本试验中该基因富

集于
WW6d

信号通路并与肝素结合)

WW6d

信号

通路在炎症反应,细胞凋亡,平滑肌细胞迁移和增殖

及肿瘤发生中起到重要的调节作用)肝素有抗纤维

化作用(恰好与
8X8&N

中肌动蛋白细胞骨架的促纤

维化作用相反)肝素可以部分限制炎症细胞的活化

及组织破坏修复(发挥减轻炎症作用(也可以通过与

选择素的竞争结合抑制白细胞沿血管内皮滚动(抑

制炎症的初始过程(并与多种细胞因子紧密结合(进

一步 抑 制 内 皮 细 胞 与 白 细 胞 的 强 黏 附 过 程)

!"N!"

基因表达下调说明此时机体可能正处于炎

症早期(且是炎症细胞分化阶段并与内皮细胞强黏

附时期)有研究表明(被分离的重组
6WG6"

有调

整脂蛋白脂肪酶!

PWP

"活性的功能(但对
PWP

活性

的影响较小%

'

&

)本试验中(

>">

基因同
!"N!"

一

样(均为表达下调基因(且均参与
WW6d

信号通路)

XG

分析表明(

PWP

还参与正调控巨噬细胞的泡沫

化过程(泡沫细胞主要是巨噬细胞吞噬大量低密度

脂蛋白!

PFP

"来源的脂质而形成(而巨噬细胞泡沫

化可以抑制炎症反应%

#

&

)

核因子
D

)

Q

!

08D

)

Q

"在炎症反应中起着关键的

促进作用(并且受其他多种因素的调节)

P

)

M?+D

编

码的
H

)

Q

蛋白是
H

)

Q

家族成员之一(在炎症反应中

起着调节
08D

)

Q

的作用%

N

&

)

`̀ 66R

增强结合蛋

白
"

!

@̀QWQ

"(属于与
F06

启动子或增强子区域结

合的转录因子家族)杜云霞等%

&%

&发现(

$@A"A

在

胃癌组织中表达上调(而在癌旁组织和正常胃黏膜

组织中无表达或弱表达)

$%&%

年
0

C

等%

&&

&研究发

现(

$@A"A

可通过激活表达
08D

)

Q

的配体促进肿

瘤发展)

08D

)

Q

介导炎症反应(

08D

)

Q

体系主要涉

及机体防御反应,组织损伤和应激,细胞分化和凋亡

以及肿瘤生长抑制过程的信息传递)在多数细胞质

内(

08D

)

Q

与抑制蛋白或无活性复合物结合(当信息

物质作用于相应受体后(磷酸化抑制蛋白使
08D

)

Q

脱落而活化(

08D

)

Q

进入细胞核影响基因转录)本

研究中(

$@A"A

基因表达上调(且
XG

分析中其功

能主要富集于内质网应激反应,调控
HPDM

的生物合

成等过程)其中(内质网应激作为多种应激过程可

能的共同通路(通过
9Wd

!未折叠蛋白"通路与细胞

内炎症反应信号转导通路相偶联(广泛参与炎症性

疾病的病理过程%

&$

&

(而
HPDM

是一种多效性的促炎因

子)

6Q̀ $̀

(即多药耐药相关蛋白
$

(是一种膜转运

蛋白)白细胞介素
D&

"

!

HPD&

"

",

R08D

%

和
HPDM

等炎

症因子的过量表达及释放可抑制
6Q̀ $̀

启动子的

视黄醛反应元件(从而降低
6Q̀ $̀

的表达%

&E

&

)本

试验中(

!A$$$

基因表达下调(说明机体可能正处

于大量炎症因子的过量表达和释放过程)

WRXF>

参与花生四烯酸代谢通路(而花生四烯

酸代谢产物属于细胞释放的炎性介质)

"9BL.

基

因表达的上调(说明机体可能正释放大量的炎性介

质)

早期生长反应因子
D&

!

@Xd&

"是一种促炎性核

转录因子(被认为是炎症启动的关键因子)

@Xd&

可调节多种炎性因子表达%

&!

&

(如
R08D

%

,

HPD$

,转化

生长因子
"

&

!

RX8D

"

&

",细胞间黏附分子
D&

!

H̀ 6cD

&

"等(是早期炎症调节的关键转录因子之一)

@BE&

基因的剔除(可明显改善试验性急性胰腺炎(表现为
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胰腺组织水肿减轻(胰腺组织和肺组织的炎性细胞

浸润减少(炎症减轻%

&"

&

)本试验中(

@BE&

基因表达

上调(说明机体可能处于调节多种炎性因子的表达

阶段)

cc@

(即膜金属肽链内切酶(又称脑啡肽酶

!

0@W

"基因(是体内天然降解
6

"

活性的主要肽酶)

6

"

是淀粉样前体蛋白!

6WW

"的一种降解产物(

6

"

的积累能引发炎症反应(而且其还能够直接或间接

地激活小胶质细胞进而引发炎症反应导致神经退行

性病变%

&M

&

)在许多恶性肿瘤中发现(

0@W

不表达或

表达水平降低(如肾肿瘤,浸润性膀胱癌,低分化的

胃癌,小细胞和非小细胞肺癌以及宫颈癌和子宫内

膜癌(其中前列腺癌被认为是典型的发病过程中

0@W

表达水平降低的癌症%

&'

&

(而长期的炎症可促进

肿瘤的发生)本试验中(

55@

基因表达下调(说明

55@

编码的肽酶减少导致
6

"

的积累进而可能引

发炎症反应)

本研究初步确定(

6W@̀

损伤雏鸡小肠后可以

引起炎症相关基因的差异表达(为研究炎症相关基

因在
6W@̀

损伤小肠过程中所起的作用提供了参

考(也为进一步研究雏鸡对
6W@̀

感染的防御反应

机制奠定了基础(但炎症相关基因的蛋白表达水平

是否有差异还有待进一步深入研究)
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